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Abstract
AIM: To investigate the changes of tumor 
suppressor gene PTEN and microsatellite 
i n s t a b i l i t y ( M S I ) i n g a s t r i c c a n c e r a n d 
precancerous lesion as well as the relationship 
between them.

METHODS: Samples of gastric cancer and pre-
cancerous lesion were collected from endoscopy 
center and oncology surgery department of 
China Medical University. There were 30 cases 
in each group. PCR-SSCP silver staining was 
used to analyze the loss of heterozygosity (LOH) 
in PTEN gene and MSI. PTEN mutations were 

detected by PCR-SSCP and sequencing, and 
PTEN protein expression was detected by S-P 
immunohistochemistry.

RESULTS: The percentages of PTEN LOH in 
atrophic gastritis without intestinal metaplasia, 
atrophic gastritis with intestinal metaplasia, 
atypical hyperplasia, early-stage gastric cancer, 
and advanced gastric cancer were 10%, 10%, 
13.3%, 20%, and 30%; meanwhile, the propor-
tions of MSI were 13.3%, 16.7%, 23.3%, 36% and 
40%, separately. The protein expression of PTEN 
in normal gastric mucosa was 100%, in chronic 
superficial gastritis, and it was 96.7%, 90.0%, 
76.7%, 73.3%, 63.3%, 60.0% and 43.3% in chronic 
superficial gastritis, chronic atrophic gastritis 
without intestinal metaplasia, atrophic gastritis 
with intestinal metaplasia, moderate atypical 
hyperplasia, severe atypical hyperplasia, early-
stage gastric cancer, and advanced gastric can-
cer, separately. PTEN mutation was detected in 
3 cases, all of whom were found with advanced 
gastric cancer and positive for MSI.

CONCLUSION: Loss and mutation of PTEN 
gene are closely associated with the invasion 
and metastasis of gastric cancer. PTEN protein 
expresion is down-regulated during the patho-
genesis of gastric cancer, and MSI is a early 
molecular marker in the pathogenesis of gastric 
cancer. PTEN mutation is commonly occurred in 
MSI-positive gastric cancer. 
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摘要
目的: 探讨胃癌及癌前病变中抑癌基因PTEN
和微卫星不稳定(MSI)的变化以及二者的关系.

方法: 胃癌及癌前病变标本取自中国医科大

®

■背景资料
抑癌基因失活和
微 卫 星 不 稳 定
(MSI)是肿瘤常见
的遗传学改变之
一 ,  在 肿 瘤 的 形
成中起重要作用, 
目 前 研 究 表 明 , 
PTEN与肿瘤的浸
润转移关系密切, 
MSI与肿瘤的早
期诊断、 病理类
型和预后等有关, 
PTEN可做为MSI
作用的靶基因.

■同行评议者
房静远, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
消化内科
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学附属第一医院内窥镜中心和肿瘤外科手术
后, 每组30例, PTEN杂合性缺失(LOH)和MSI
应用PCR-SSCP银染色方法检测, PTEN 基因
突变通过PCR-SSCP  ABI测序方法检测, S-P
免疫组化检测PTEN蛋白质表达. 

结果: 在萎缩性胃炎无肠化、萎缩性胃炎
伴肠化、不典型增生、早期胃癌、进展期
胃癌中PTEN LOH率和MSI率分别为10%、

10%、13.3%、20%、30%和13.3%、16.7%、

23.3%、36%、40%. PTEN蛋白质表达在正常
胃黏膜为100%, 在慢性浅表性胃炎、慢性萎
缩性胃炎无肠化、慢性萎缩性胃炎伴肠化、

中度不典型增生、重度不典型增生、早期胃
癌、进展期胃癌中PTEN蛋白质的表达分别
为96.7%、90.0%、 76.7%、73.3%、63.3%、

60.0%、43.3%. 所有病例共检测到3例PTEN
突变, 这3例均为MSI阳性的进展期胃癌.

结论: PTEN缺失及突变与胃癌的浸润转移关
系密切, 在胃癌的发病过程中, PTEN蛋白呈下
调性表达, MSI是胃癌发生的早期分子标志, 
PTEN基因突变常发生在MSI阳性的进展期胃
癌中.

关键词: 胃癌; 癌前病变; PTEN; 突变; 微卫星不稳定
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0  引言

胃癌的发生是一个多步骤、多阶段的过程, 他
涉及到多种癌基因、抑癌基因、错配修复基

因、端粒端粒酶、细胞黏附因子等的异常和积

累. PTEN是1997年美国3个实验室先后在10q23

位点发现的一个新的肿瘤抑制基因, 他是迄今

发现的第一个具有磷酸酶活性的抑癌基因. 迄
今研究发现, 机体多种肿瘤中存在PTEN基因突

变、缺失或甲基化等遗传学改变[1], 本研究将

探讨胃癌及癌前期病变中PTEN的缺失和失活. 
在肿瘤分子生物学研究上另一个受到高度重视

的基因变异类型是DNA错配修复基因功能的

失活, 主要表现为微卫星不稳定(microsatellite 
instability, MSI), 胃癌是MSI发生率较高的恶性

肿瘤[2], 但由于微卫星位点的选择及结果判定标

准的不同, 使得MSI阳性率有很大差异, 本研究

将根据国际MSI工作站的要求, 选择同样的微

卫星标记点, 用同样的判定标准来探讨从癌前

期病变到胃癌的发生过程中MSI的变化. 由于

PTEN第7, 第8外显子的编码序列存在(A)6重复

单位, 他可作为MSI作用的靶位点[3], 本项研究将

会探讨胃癌及癌前期病变中PTEN基因突变与

MSI的关系, 从而明确PTEN可否作为MSI作用

的靶基因. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国医科大学附属一院2006-2007
年胃镜中心活检标本及肿瘤外科术后大体标本

胃癌及癌前病变和相对应的正常胃黏膜各30例, 
经OCT包埋固定, 立即置于液氮罐中, -70℃冰箱

中永久保存. PTEN LOH引物 D10S215, D10S541, 
D10S2491以及M S I微卫星标记位点B AT26 , 
D2S123, D5S346, D17S799, D18S34引物序列均

由www.gdb.org上查询获得; Exon5和Exon8引物

序列由参考文献中获得, 上述引物均由北京奥科

公司合成. PCR所用Taq DNA聚合酶、缓冲液、

dNTP、Marker、一次性耗材等均购自大连宝

生物公司. 免疫组化S-P试剂盒、鼠抗人mAb浓
缩液(1∶200)购自福州迈新公司. 2400 PCR扩增

仪、BIO-RAD垂直电泳槽: 美国PE公司. 琼脂糖

电泳仪: 北京分析仪器厂. TG-16台式离心机: 上
海分析仪器厂. 恒温水浴箱: 南京化学仪器厂.
1.2 方法 
1.2.1 提取组织DNA: 采用饱和氯化钠法提取组

织DNA. 
1.2.2 PCR-SSCP变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

PTEN杂合性缺失: 反应体积为20 mL, 含引物0.4 
mmol/L, 10×Buffer 2 mL(含Mg2+ 2.0 mmol/L), 
dNTP 200 mmol/L, Taq DNA聚合酶1单位, 基因

组DNA 200 ng. 反应条件为: 95℃预变性5 min, 
94℃ 45 s, 55℃ 45 s, 72℃ 60 s, 进行35个循环, 
72℃延伸10 min. PCR产物按1∶5与变性缓冲液

混合, 97℃变性10 min后立即置于冰水中, 160 
g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳4 h, (丙烯酰胺: 甲叉丙

烯酰胺29∶1, 含7 mol/L尿素), 电泳后银染, 观察

结果. 若肿瘤组织较正常组织相比, 条带缺失或

减弱75%以上者可判定为杂合性缺失.
1.2.3 PCR银染-ABI测序系统检测PTEN基因突

变: PCR反应体积为20 mL, 含引物2.5 mmol/L, 
10×Buffer 2 mL(含Mg2+ 2.0 mmol/L), dNTP 200 
mmol/L, Taq DNA聚合酶1单位, 基因组DNA 200 
ng. 反应条件为: 95℃预变性5 min, 94℃ 45 s, 
58℃ 30 s, 72℃ 60 s, 进行35个循环, 72℃延伸10 
min, PCR产物经120 g/L聚丙烯酰胺电泳, 银染, 

■创新盘点
本 文 应 用 P C R -
SSCP和免疫组化
方法, 探讨胃黏膜
癌变过程中PTEN 
LOH和蛋白表达
的 变 化 ,  应 用 国
际MSI工作站推
荐的标准来判定
MSI的动态变化 , 
结 果 表 明 P T E N 
缺失及突变与胃
癌的浸润转移关
系 密 切 ,  在 胃 癌
的 发 病 过 程 中 , 
PTEN蛋白呈下调
性表达, MSI是胃
癌发生的早期分
子标志, PTEN基
因突变常发生在
MSI阳性的进展
期胃癌中. 
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突变带通过ABI测序系统进行测序.
1.2.4 PCR-SSCP变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

MSI: 具体方法同2. 与正常组织相比, 胃癌及癌

前期病变组织有额外的DNA等位片段或出现等

位片段泳动, 即可判断为MSI. 其中1个位点发

生MSI为MSI-L, 2个或2个以上位点发生MSI为
MSI-H, 没有MSI发生为MSS.
1.2.5 S-P免疫组化法检测PTEN蛋白表达: 细
胞质内见清晰棕褐色颗粒者为PTEN表达阳性

细胞. 每例切片选5个高倍视野, 按阳性细胞数

占同类计数细胞的百分比, 将免疫组化结果分

为: 阴性(-), <5%; 弱阳性(+), 5%-25%; 中度阳性

(++), 25%-50%; 强阳性(+++), >50%.
统计学处理 实验结果数据资料以mean±

SD表示, 差异显著性采用t检验, 应用Spearman 
分析等级资料.

2  结果

2.1 PTEN杂合性缺失 PCR-SSCP银染法检测结

果表明, 在胃癌癌前期病变萎缩性胃炎、肠上

皮化生、不典型增生中, PTEN的杂合性缺失

率分别为10%、10%、13.3%, 在早期胃癌中, 
PTEN的杂合性缺失率为20%, 进展期胃癌中

PTEN的杂合性缺失率为30%, 而PTEN基因突变

在癌前期病变及早期胃癌中无1例出现, 在进展

期胃癌中出现比率为10%(表1). 
2.2 PTEN基因突变 在所有的癌前期病变及早期

癌中均未出现PTEN基因突变, 在进展期胃癌中, 
Exon5检测到1例突变, Exon8检测到2例突变(表2). 
2.3 PTEN蛋白的表达 通过S-P免疫组化方法测

定PTEN编码产物的表达, 结果表明, 在胃黏膜

癌变过程中, PTEN编码产物的阳性表达率逐渐

降低, 缺失率逐渐升高, 具体表达强度及表达率

见表3.
2.4 胃癌及癌前期病变中MSI在所选位点的检出

率 由于应用PCR-SSCP技术检测MSI的方法简

单, 结果可靠, MSI目前已经成为基因领域预测

肿瘤发生, 早期诊断, 判定分期及预后的有效手

段, 但由于不同研究选择标志物的数量及位点

的不同, MSI-H, MSI-L判定标准的不同, 使得研

究结果有很大的差异. 目前国际MSI工作站推荐

一组检测微卫星标志物至少应为5个, 本实验根

据国际MSI工作站推荐的位点进行检测, 结果见

表4.
2.5 胃癌及癌前期病变中MSI阳性率 根据国际

MSI工作站推荐的判定标准, 其中有≥2个标志

物发生MSI时为MSI-H, 1个标志物发生MSI时为

MSI-L, 没有MSI发生为MSS, 胃癌及癌前期病

变中MSI的表达情况见表5.
2.6 MSI与PTEN基因突变的关系 检出的3例
PTEN基因突变的胃癌病例, 均为MSI阳性病

例, 1例为1个位点MSI(BAT26), 另外2例为2个
位点MSI(分别为D2S123、D17S799; BAT26、
D18S34).

■应用要点
通 过 检 测 P T E N 
与MSI, 可以早期
诊断胃癌, 判断预
后. 

表 1 胃癌及癌前期病变中PTEN杂合性缺失 (%)

     
病变                     D10S215        D10S541      D10S2491

   总缺

                     失率

萎缩性胃炎       3.3(1/30)      3.3(1/30)     6.7(2/30)   10.0

肠上皮化生       3.3(1/30)      3.3(1/30)     3.3(1/30)   10.0

不典型增生       6.7(2/30)      3.3(1/30)     6.7(2/30)   13.3

早期胃癌           6.7(2/30)    10(3/30)        6.7(2/30)   20.0

进展期胃癌     13.3(4/30)      6.7(2/30)   13.3(4/30)   30.0

表 4 胃癌及癌前期病变中MSI的检出率 (n  = 30)

     
病变                BAT26      D2S123  D5S346  D17S799  D18S34

萎缩性胃炎        1            1            0            1            2

肠上皮化生        2            0            1            1            2

不典型增生        3            2            2            2            1

早期胃癌           7            6            6            6            5

进展期胃癌        6            5            4            7            9

表 2 PTEN在胃癌中的突变

     病例   外显子  LOH  密码子   碱基改变   临床分期      病理

11          5        +       91    GAA to CAA     Ⅲa     印戒细胞癌

19          8        +     335    CGA to TGA     Ⅱ     低分化腺癌

22          8        +     329    Del 4 bp           Ⅲb     未分化癌

表 3 PTEN蛋白在胃癌发生各阶段的表达情况 (n  = 30)

     
病理学特征

              PTEN表达                
阳性率(%)

    -         +       ++       +++

正常胃黏膜   0         1         2         27        100.0

慢性浅表性胃炎   1         2         7         20          96.7

慢性萎缩性胃炎   3         3         3         21          90.0  

(无肠化)

慢性萎缩性胃炎   7         4         3         16          76.7  

(伴肠化)

中度不典型增生   8         5         6         11          73.3

重度不典型增生 11         7         2         10          63.3

早期胃癌  12       11         4           3          60.0

进展期胃癌 17         8         3           2          43.3
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3  讨论

PTEN作为抑癌基因的候选基因, 其蛋白产物与

张力蛋白, 辅助蛋白及酪氨酸磷酸酯酶有同源

性. 目前研究发现, PTEN有如下功能: (1)参与

胚胎的正常发育, 因此胚系PTEN基因突变常可

以引发3种罕见的常染色体显性遗传肿瘤综合 
征[4-5]. (2)通过G1期阻滞或诱导细胞凋亡机制, 抑
制细胞生长[6]. (3)抑制端粒酶活性[7]. (4)抑制细

胞迁移、铺展和局部黏附[8]. PTEN在机体多种

肿瘤中存在缺失或失活, 其基因失活表现为突

变或(和)缺失, PTEN mRNA或蛋白表达降低, 甚
至不表达. 目前的研究发现PTEN基因突变可见

于脑胶质瘤, 子宫内膜癌, 乳腺癌以及恶性黑色

素瘤等, 最早发现PTEN基因存在的是恶性胶质

瘤, 其10q23 LOH率为70%-80%, PTEN基因突变

率为27%-39%[9]; 在前列腺癌中, PTEN LOH率

为32%-63%, PTEN基因突变率为12%-25%[10]; 
在子宫内膜癌中, PTEN LOH率为28%-43%, 
PTEN基因突变率为21%-27%, 而在子宫内膜增

生中, PTEN基因突变率为19%[11]; 对卵巢癌的

研究发现, PTEN LOH率为27.3%-42.1% PTEN
基因突变率为8.3%-21%, 在卵巢良性病变卵巢

囊肿中, PTEN LOH率为56.3%, PTEN基因突变

率为20.6%[12]; 另据报道, PTEN LOH率在肺癌

为27%-50%, 乳腺癌48%, 黑色素瘤48%, 头颈癌

40%, 胰腺癌为37%, 甲状腺癌35%. 关于PTEN
与消化道肿瘤的关系, 目前认为在具有遗传倾

向的结直肠肿瘤如青少年多发性息肉病中发病

率较高, 而在散发性结直肠癌中发病率较低[13]. 
关于PTEN与胃癌发生的关系, 本研究结果表明, 
在胃癌癌前期病变萎缩性胃炎、肠上皮化生、

不典型增生中, PTEN的杂合性缺失率分别为

10%、10%、13.3%, 在早期胃癌中, PTEN的杂

合性缺失率为20%, 进展期胃癌中PTEN的杂合

性缺失率为30%, 而PTEN基因突变在癌前期病

变及早期胃癌中无1例出现, 在进展期胃癌中出

现比率为10%, 这说明PTEN基因缺失或失活与

胃癌的发生有关, 尤其与胃癌的浸润和转移关

系更密切. 其中在出现PTEN基因突变的3个病

例中, 1例肿瘤位于贲门处, 累及食管下段, 病理

提示为印戒细胞癌; 1例肿瘤位于胃体, 未穿透

浆膜, 伴有腹腔动脉周围淋巴结转移, 病理提示

未分化癌; 1例肿瘤位于胃窦部, 侵及肌层, 肿瘤边

缘5 cm以内有淋巴结转移, 病理提示低分化腺癌. 
Correan et al认为, 肠型胃癌的发生, 存在着

从慢性胃炎-萎缩性胃炎-肠上皮化生-异型性增

生-癌变的-系列变化, 本实验结果表明, PTEN蛋

白在正常胃黏膜中为100%表达, 在慢性浅表性

胃炎中的表达率为96.7%, 与正常胃黏膜相比, 
无显著差异. 在无肠化的萎缩性胃炎中的表达

率为90.0%, 而在伴有肠化的萎缩性胃炎中表达

率为76.7%, 两者之间差异显著(P <0.05), 说明抑

癌基因PTEN对于增生性萎缩性胃炎向恶性转

化过程中作用明显, 不典型增生组PTEN缺失率

较萎缩性胃炎伴肠化高, 且有显著差异(P <0.05), 
但对于中度、重度不典型增生PTEN缺失频率

之间无显著差异, 但Spearman分析结果显示表

达强度有差异, 说明随着增生程度的增加, 抑癌

基因的缺失也越来越明显. 在从不典型增生向

癌的发生过程中, PTEN呈持续性缺失, 并且随

着肿瘤恶性程度的增加, PTEN的缺失率增高. 
综合以上研究结果, 我们认为抑癌基因PTEN蛋

白在胃癌的发生过程中进行性下调, 其缺失在

癌前期病变萎缩性胃炎阶段就开始出现, 一直

持续到进展期胃癌, 并且随着恶性程度的增加, 
PTEN蛋白缺失率增高, 其机制可能与抑制细胞

生长、迁移、铺展和局部黏附, 促进血管形成

等有关, 结合基因学检测结果, PTEN蛋白表达的

缺失一方面由于基因突变所致, 另一方面也可

以发生在mRNA和蛋白质水平. 
MSI是肿瘤常见的遗传改变之一, 在肿瘤的

形成中起重要作用, 是肿瘤形成的一个机制. 从基

因水平看, MS做为基因变异和重排的来源, 可能

在肿瘤-基因调控中起重要作用[14-16]. 目前研究结

果表明, MSI与肿瘤的早期诊断、浸润、分期、

转移、病理类型、预后等有关, MSI阳性表达见

于肺癌, 乳腺癌, 胃癌, 结肠癌, 泌尿系统肿瘤, 白
血病, 子宫内膜癌, 胶质瘤等多种肿瘤中[17-20]. 目
前国际MSI工作站推荐一组检测微卫星标志物

至少应为5个, 其中有≥2个标志物发生MSI时
为MSI-H, 1个标志物发生MSI时为MSI-L, 没有

■同行评价
本研究分析了胃
癌及癌前病变中
抑 癌 基 因 P T E N
及微卫星不稳定
(MSI)的变化以及
二者的关系, 有一
定的理论意义, 选
用方法恰当, 结果
可信, 具有较好的
学术价值.

表 5 胃癌及癌前期病变中MSI的表达情况

     
病例                             MSS       MSI-L(%)        MSI-H(%)

     总MSI

     率(%)

萎缩性胃炎(30) 26      10(3/30)         3.3(1/30)       13.3

肠上皮化生(30) 25      13.3(4/30)      3.3(1/30)       16.7

不典型增生(30) 23      13.3(4/30)    10.0(3/30)       23.3

早期胃癌(30) 19      10.0(3/30)    26.0(8/30)       36.0

进展期胃癌(30) 18      10.0(3/30)    30.0(9/30)       40.0

高中分化腺癌(32) 15      15.6(5/32)    37.5(12/32)     53.1

低分化腺癌(12)   8      16.6(2/12)    16.6(2/12)       33.3
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MSI发生为MSS[21]. 随着标志物的选择和判定标

准的统一, MSI与肿瘤发生的关系也将进一步明

确. 目前研究表明, MSI阳性与MSI阴性的肿瘤

可能存在不同的机制, 其中胃癌发生MSI变异频

率是最高的, 高于其他任何一种散发性癌, 具体

原因不清[22]. 关于MSI与胃癌的关系国内外研究

的较多, 结果也很不一致, Vauhkonen et al [23]研

究认为MSI阳性的胃癌具有低浸润、预后好的

特点, 并且在肠型胃癌的阳性率高于弥漫型胃

癌. Hasuo et al [24]研究发现早期胃癌行内镜下切

除术后, MSI的检测可作为评判肿瘤复发的标志. 
关于MSI 与癌前病变的关系, 国内外相关研究

较少, Roa et al [25]研究表明在慢性胃炎无癌变的

肠化组织中MSI的表达率为59%, 本研究根据国

际MSI工作站的推荐选择5个MSI标志物, 根据

上述的标准进行判定, 其结果表明, 萎缩性胃炎

MSI总的阳性率为13.3%, 其中10%为MSI-L; 肠
上皮化生中MSI阳性率为16.7%, 13.3%为MSI-L; 
不典型增生组MSI总的检出率为23.3%, 其中

13.3%为MSI-L; 在胃癌患者中, MSI总的阳性率

为40%, 10%为MSI-L, 30%为MSI-H; 上述研究

结果表明MSI在萎缩性胃炎及肠上皮化生等癌

前期病变阶段就开始出现, 说明MSI是胃癌发生

的早期事件之一. 关于MSI与胃癌分化的关系, 
文献报道不尽一致, Tajima et al [26]研究发现MSI
的表达与HGM, MUC6相一致, 在高分化腺癌中

的阳性率显著高于低分化腺癌. Mizoshita et al [27]

发现低分化腺癌M S I发生率高于高分化腺癌, 
MSI与胃癌的浸润转移关系密切. 本研究结果表

明, 高分化腺癌中MSI的阳性率明显高于低分化

腺癌(P <0.05), 提示MSI阳性胃癌恶性程度可能

相对较低. 
以MSI为特征的错配修复系统异常, 通过增

加癌相关基因的突变率而在肿瘤的发生中占有

重要地位, 但哪个基因是MSI作用的靶基因尚未

明确, 目前研究认为TGFβⅡR, IGF-ⅡR可作为

MSI作用的靶基因,由于PTEN第7, 第8外显子的

编码序列存在(A)6重复单位, 而单核苷酸的重复

序列常常是伴有MSI肿瘤发生基因突变的靶位

点, 因此目前认为PTEN也可以作为MSI的靶基

因[28-29], Konopka et al [30]通过对56例子宫内膜癌

患者PTEN及MSI关系的研究, 其结果提示PTEN
在MSI阳性的病例中突变率为77.8%, 在MSI阴
性的病例中突变率为39.5%, 二者之间有显著

差异,而且MSI及PTEN均阳性的子宫内膜癌具

有低分化、预后差的特点. 本研究结果表明, 在

胃癌的发生中, PTEN的突变率为10%, 而发生

PTEN突变的病例均为MSI阳性的病例, 由此提

示PTEN突变与MSI阳性的胃癌关系更密切, 上
述结果有待于选择更多的病例, 更深入的研究

来进一步证实. 
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